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胆道系 ほ 1 から 2層 の 立 方ない し円柱上皮で香わ れ た管腔組織で , 上 皮細胞の 極性は吸収や分泌 な どの 胆道系の 生理故
能に 密接 に 関連 し, また種 々 の 胆道系疾患 で の 上皮細胞 の 極性異常が指摘 され て い る . 今 臥 家兎胆褒 よ り粘膜 上皮細胞 を単
離 し , コ ラ ー ゲ ン ゲ ル 内 で 三 次元的に 培養 し , 粘膜 上皮 の 細胞極性の 消失 と発現を , 特に そ の 初期像 に 注 目 し , 光学顕微鏡(光
顕), 電子顕徴鏡(電顛), 粘液多糖類染色, レ ク チ ソ 組織化学法 , 酵素組織化学法 を用 い て 検討 した . さ らに 細胞極性 に種 々 の
変化を与 え る こ と の 知 られ て い る 2, 3の 物 質を培地内に 添加 し , 細胞極性 に 及ぼ す影響 を検討 した .
コ ラ ー ゲ ン ゲ ル 内で の 培養時間と培養上皮細胞 の 形態 ほ 巨 細胸極性発現 の 面よ り, 大きく三 期 に 分類 し得た . 1) 極性消失
期(培養直後か ら12時間):培養上 皮の 多くは単細脂性 で , 本来持 っ て い た細胞極性(細胞接着装置 , 内膜面で の 徴絨毛 , 細胞内
小器官の 分布 , 細胞表面で の 粘液多糖類と糖鎖 の 分布等)の 殆 どが 消失 し, 細胞は 小型球状化 した . 同時 に , 種々 の 大き さ の 二
次 ラ イ ソ ゾ ー ム 空胞(自己消化空胞)が細胞内に 一 過性 に 出現 し, 細胞 の 単離と 培養操作 に 伴 う細胞の 障害, ある い は 円柱上皮
か ら小型球状細胞 の 形態変化に 伴う細胞再構築 に 関連 した 現象と考 え られ た . 2) 極性獲得期(培養1 2 から24時間): 1か ら数
個の 上皮細胞集塊 の 胸体内に 粘液多糖葡= 過ヨ ウ 素酸 Schiff反応 (periodic a cid Schiff, P A S), ア ル シ ャ ン 青 (alcia n blu e,
A B)pH 2･5･ 鉄 ジ ア ミ ン 染色(highiro ndiamin e･ HID), ム チ カ ル ミ ソ 染色] 陽性の 小義胸 が出現 した . 軍轟的に 小義胞の 内面
は故紙毛で覆わ れ , そ の 多く ほ上 皮細胞 の 胸体内に み られ た が , 少数の 細胞 で ほ隣接す る細胞間の 小森胸と してみ られ , 未熟
な が ら緊密接着 の 形成が み られ さ らに , こ の 小義胞 へ と 向か う粘液顆粒や他 の 細胞内小器官の 配置傾向も出現 し, 極性獲得
初期像 と考え られ た ･ 3) 極性成熟期(培養24時間以降): 培養細胞 の 増殖に伴 い 隣接す る細胞の 小嚢胞 が癒合 し, 多細胞性嚢
胞に移行 した ■ 褒胸 を形成する隣接細胞間に は接着装置が発達 し, 分泌顆粒 の 褒胞内 へ の 放出胤 核上 部に ゴ ル ジ装着等 , 喪
胸腔面 へ と向う細胞小器官の 配置が み られ た . 核下部で は 小器官が少なく , また , コ ラ ー ゲ ン ゲル に 接 し基底面を形成 した .
こ の 様 な生体 の 胆嚢粘膜上 皮 に 近似 した 極性獲得 に 平行 して , ア デ ノ シ ン 三 リ ン 酸 フ ォ ス フ ァ タ ー ゼ (ade n osin e
tripho sphata se, A T Pa s e), ア ル カ リ性 フ ォ ス フ ァ タ ー ゼ (alkaIin epho sphata se, A L Pse), 粘液多糖類 , レ ク チ ソ 染色で 検出さ
れる ク チ ナ ク マ メ レ ク チ ソ (c o n c a n avalin A, Co n A), エ ン ドウ マ メ レ ク チ ン (Pisu m s ativu m ag glutin in, P S A), ソ ラ マ メ レ
ク チ ン (Vicia faba ag glutinin, VF A), コ ム ギ ハ イ ガ レ ク テ ン (whe at ger m ag glutinin, WG A), ド リ コ ス マ メ レ ク チ ソ
(Dolicho sbiflo r u s agglutinin, D B A), ダイ ズ レ ク チ ン (s oybe a n ag glutinin,S B A)の 結合糖鎖 や ル テ ニ ウ ム レ ッ ド染色陽性 の 粘
液多糖類 が次第 に 高度 , 広 汎に 轟胸内腔面に 出現 し, 表現塑の 面か らも生体 の 胆嚢粘膜上皮 に 近似 した . 次に , 既 に 多細胞性
褒胸を形成 して い る培養 3 日日 の 培地内に マ イ ク ロ フ ィ ラ メ ン ト重合阻害剤であ る サ イ トカ ラ シ ソ B(cyto chalasin B, C B) と
上 皮細胞 の 分化を調節する ト ラ ン ス フ ォ ー ミ ソ グ成長因子 β1(tr a n sfo rming gr o wth fa ctorβ1, T G Fβ1)を 添加 し, 添加後48時
間ま で 形態学的 に 観察 した ･ C B添加 で , 多細胞性喪胸の 構成上皮 の 細胞相互 の 接着性が減少 し , 上皮細胞 の 胞体内 に 微小嚢
胞(多くは粘液多糖類陽性)が形成され , そ の 周囲 に は 無構造物質 の 沈着が出現 した . こ の 像 ほ , 近年 , 小児科領域 で報告 され
て い る先天 性教練毛萎縮症(c o nge nital mic r ovi11io u s atr ophy)と 類似 して い た . 一 jf, T G Fβ1 を培地内 へ 添加す る と , 細胞は
高円柱状 とな り , 細胞接着装置は発達 し , 細胞 内小器官ほ数が増 し, 成熟 し , そ の 配列が 生体 の 胆嚢粘膜上皮 に よ り類似 し
た ･ T G Fβ1 の 添加 に よ り, 培養上 皮の 細胞極性の 発現と分化が促進 した と考 え られ た . 以 上 単細胞化 した家兎胆嚢粘膜上皮
を コ ラ ー ゲ ン ゲ ル 内 で培養す る こ と に よ り, 上皮細胞 の 極性消失 , 上 皮細胞の 極性獲得 と成熟過程を形態と種 々 の 表現塾の 面
か らダイ ナ ミ ッ ク に 観察 で きた ･ さ らに 培地中に C B や T G Fβ1 を添加する と 仁 極性 の 異常 と過成熟 に 関連 した 像 が 出現 し
た 一 本培養法は 上 皮細胞 の 細胞極性 の 機構 と維持 , また , そ の 破綻 と こ れ を修飾す る因子 や こ れ に 関連 した疾患 の 解明 に 有用
で簡便な モ デ ル と 思われ た .
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臓器や街織 の 発生 , 発育過程 に お い て , 細胞 の 極性の 発現 と
その 調節が 重要である
l)2)
■ また , 細胞極性 と関連 して , 糖鎖や
酵素の 発現や分布 ∫ さ らに 粘液多糖類 の 分泌な どの 表現型の 発
現も重要 であ る
l)2)
･ 近年 , 細胞 の 極性発現と そ の 調 乱 そ して
細胞外基質との 関連性は病理学の 分野 でも注 目 され て お り ∴組
織障害と それ に 引続き生ずる修復と増殖(再生), あ るい は疾患
の 発生 , 特 に 腫瘍性疾患の 発生 に 関連 して 注目 され てい る
1卜朝
さ て , 上 皮細胞 の 極性は , 上皮細胞 と細胞外基質 と の 直接の
接触に よ っ て 形成維持 され て お り, 細胞外基質の 変化や異常に
伴い 細胞 の 極性 が変化す る
4ト6)
･
こ の 上 皮細胞 の 極性 とそ の 維
持, ま た極性異常の 研究方法 と して , 種 々 の 培養法が 用 い られ
て い る , 例え ば, M iyaga w aら
丁)ほ プ ラ ス チ ッ ク 培養皿 で ブタ 甲
状腺濾胞上皮を培養 して お り, こ の 系で ほ プ ラ ス チ ッ ク 面が濾
胞の 基底飢 培養液 に 面す る部位が濾胞内面の 形成 を規定 した
と述べ て い る . ま た , 三次元的な コ ラ
ー ゲ ン ゲル 内培養法は t
培養細胞 , 組織 の 立体像の 観察 に 適 して お り, Ya ng ら
8切 乳腺
腫瘍組織 の 培養に始 ま り, 甲状腺濾胞 上皮
9)10) や 扁平上 皮 の 培
養It}で阻織構築の 解明や生化学的所見 との 対比 さ ら に 疾患 の
発生病理の 理解 に も用 い られて い る
12)13)
･ 我 々 の 教室で も以前 ,
家兎胆嚢 よ り粘膜上皮細胞を分軌 単細胸化 し , これ を
コ ラ ー
ゲ ン ゲ ル 内で 培養す る と , 胆嚢上皮 は増殖 し, 多細胞性上皮性
褒胞を形成 し , 培養 2 日 目で 内腔に 粘液多糖類を分泌 し, 以後
6週間にわ た っ て 腔の 拡大が認め られ , 次第 に 生体の 胆嚢粘膜
上皮に近似 して い く こ とを報告 した
川15)
. こ の 現象ほ t ウサ ギ阻
T&blel. Biotinylated le ctin su s ed in this study
嚢上 皮細胞が本来持 っ て い た細胞極性が , コ ラ ー ゲ ン ゲル 内の
培養条件で再出現 した像と 捉えられ た . しか し, 培養法 を用 い
た細胞極性に 関す る従来の 研究では , 主 に 培養 2 日か ら3 日後
の 観察が中心 で あり14)-5)∴細胞極性の 消失 と極性獲得初期像 の
ダイ ナ ミ ッ ク な変化は ほ とん ど検索 され て い な い . また , 培養
細胞の 光学顕微鏡(光顕) 軌 電子顕微鏡(電顕) 的形態像や酵
素発現に関す る研究は多 い が , 上 皮細胞の 極性 を特徴付け る
種 々 の 細胞膜型糖蛋白の 発現過程の 変動 を詳細に 研究 した報告
は少な い . そ こ で今 臥 培養初期の 形態変化を詳細 に 検討 し,
さ らに 細胞膜塑糖鎖 の 発現 の 推移を レ ク チ ソ 観織化学法
18 ト 19)を
用 い て 検討 した .
近年 , 上 皮細胞の 榎性発現や維持 に 関連するもの と して細胞
骨格 と種 々 の 増殖因子が注目 され て い る
2吼
. 細 胞骨格 ほ細胞
や組織 の 極性の 形成や維持に 重要であり
紺
, 種 々 の 細胞骨格障
害因子【た とえ ばサ イ ト カ ラ シ ソ B(cyto chala sin B･ C B)や コ
ル ヒ チ ン】が 鼠織の 極性形成 の 解明に 応用 さ れ て い る
22)
･ ま た
増殖因子の 1 つ で ある ト ラ ン ス フ ォ ー ミ ソ グ成長困子βフ ァ ミ
リ ー (tr a n sforming gro wth factorβfami 1y)ほ上 皮の 立体的な
構造や機能の 変化や成熟 に 重要と され て い る
2-)
･ そ こ で , マ イ
ク ロ フ ィ ラ メ ソ トの 重合阻害剤である C B と トラ ン ス フ ォ
ー ミ
ソ グ成長因子 β1(tr a n sfo rming gr o wth factorβ1, T G Fβ1)を細
胞極性が完成 しつ つ ある培養 3 日 目の 培地(既に 多細胞性喪胞
が形成 され て い る) に 添加 し, 細胞形乱 特に そ の 極性 の 変化
や 分化 に 及ぼす影響を検討 した .
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Ne u, N-a C etyl- n e u raminic & Cid; Co n A, C O n C a n a Valin A; P S A, Pisu m satitJu 仇 agglu
tinin; W A･ V icia faba 喝glutinin;
w G A, Whe at ge r m ag glutinin; S T A, Sola n u mtuberosu m ag glutinin; L B A･ P ha s
colu sliM n Sis ag glutinin; D B A･ Dolichos
bUlo ru s &g glutinin; SB A, S Oybe a n ag glutinin; SJA, SoL,hα α japo nic a ag glutinin; M P A･ M a clura tomifer a a$glutinin;
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Vectorlab. :Ve cto rlaboratorie s, Bu rlin$a m e, US A.
P B S, phosphate
-buffered s aline; P S A, Pis um s ativ u m ag glutinin;S B A･ SOybean ag glutinin; T E, try pSin a nd
E D T A; T G Fβ1, tr an Sfor ming gro wth factor β1; V F A, Vicia faba ag glutinin; W G A, Whe at ger m
ag glutinin; 光顕 , 光学顕微鏡;電顕 , 電子顕微鏡
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材料 お よび 方法
Ⅰ . 豪兎胆嚢粘膜上皮の形態学的検討
体重約 3 Eg の 家兎(雄, 日本白色種 , 静岡県実験動物農業協
同範合)を ベ ン ト バ ル ビ タ ー ル (ネ ソ ブ タ ー ル , 大日本製薬 , 大
阪)の 静脈内注射 で麻酔 し, 開腹後 , 腹部血管を 切断 し , 放血 死
させ , 直ち に 肝胆道を 一 塊 と して 摘出 した . そ の 後 , 胆嚢を取
り出 し, 内腱の 胆汁を 0.01 Mリ ソ 酸緩衝生理食塩水(phosph-
ate buffer ed salin e, P B S)(pH7.3) で 十分に 洗浄 し , 3 分割 し
た , 一 つ の 分割阻喪片 を10% 中性緩衝ホ ル マ リ ン で 固定後 , パ
ラ フ ィ ン 包唾 し, 4〃 切片を作成 し , 光靡的検討 と レ ク チ ン 魁織
化学的検討 に 用 い た . 光顕的検討と して , へ マ トキ シ リ ン ･ エ
オ ジ ン (he m ato xylin a nde o sin , H E)染色 , 粘液多糖類染色と し
て 中性粘液染色 【過 ヨ ウ 素酸 Schiff(periodic a cid Schiff,
P A S) 染色】, 酸 性粘液染色[ア ル シ ア ン 青 (alcia n blu e, A B)
pH 2･5 染色 , 鉄 ジ ア ミ ン (high ir ondiamin e, HID) 染色】, そ れ
に ム チ カ ル ミ ン 染色を 行 っ た . レ ク チ ン 組織化学法 に 関 して ほ
後述する , 次 の 1/3分割胆褒片を常法 に よ り, 2.5% グ ル タ ー
ル ア ル デ ヒ ド(0･1M カ コ ジル 酸緩衝液, pH7.4, 4 ℃)内で細切 し
60分間固定 し , そ の 後 同緩衝液 で洗浄後 , 1 % オ ス ミ ウ ム 酸
( 同緩衝液)で 4 ℃, 60分間後固定 し, 常法に よ り , エ ボ ン 樹 脂
に 包埋 した . 超薄切片作成後, 酢酸 ウ ラ ン と ク エ ン 酸鉛 で 二 重
染色後 ! 透過電顕 H-300(日立 製作所 , 東京)で 観察 した . 残 り
1/3分割 胆嚢片 を O C Tコ ン パ ウ ン ド (Tis s u e- Tek, M iles
In c･ , Elk hart, U S A) 内に包壊 し, 液体窒素で 凍結後 , ク リ オ ス
タ ッ ト (Tiss u e- Tek, M ile sIn c) で 5〟m の 凍結切片を作成 し ,
室温で 風乾燥後 , - 80 ℃ で保存 し , 適宜 , 以下の 観織化学的 ,
酵素組織化学的検討 に 用 い た .
Ⅰ . 胆嚢粘膜上皮の分離 t 単細胞化と コ ラ ー ゲ ンゲ ル 内培養
1 . 胆嚢粘膜上皮細胞の 分離
前報に 従 い1 頼 5), 体重約 3Ⅰ(g の 家兎(雄, 日本白色種)を ベ ン
トバ ル ビ タ ー ル の 静脈内注射 で麻酔後 , 開腹 し, 直 ち に 腹部血
管を切断 , 放血 死 させ , 肝胆 道を 一 塊と して取 り出 し ‥ 阻 喪を
分離易り出した . そ の 後, 注射器 で 胆汁を 取 り, 37 ℃の ハ ン ク ス
液 で胆褒内腔を洗浄後 , 0.25% ト リ プ シ ン と0.02% エ チ レ ン ジ
ア ミ ン 四酢酸(ethyle n ediamin etetr a ac etic a cid, E D T A)の 混合
液【trypsin and E D T A(T E) 混合液]を注射器で阻喪内に 入 れ ,
37 ℃ で60分か ら80分間 ハ ン ク ス 液 内に 静優 した . 次に , T E混
合液を取 り出 し, 以下 の 培養 に 用 い た . な お , 取 り出 した T E
混合液内に は胆 褒粘膜上皮が含 まれ て お り, そ の80%は単細胞
性 に バ ラ バ ラ に な っ た 粘膜上 皮細胞で , 残 りの 20%は 2個か ら
数個の 上 皮塊を形成 して い た 川15). な お , 線維芽細胞 な どの 間菓
系細胞の 混入 ほ ほ と ん どなか っ た .
2 . コ ラ ー ゲ ン 溶液の 調整
7･5容量の 0.3% 酸可溶性 コ ラ ー ゲ ン (タ イ プ Ⅰ コ ラ ー ゲ ン ,
新田 ゲ ラ チ ン , 大阪) + 1.5容量 の ウ シ 胎 児血 清 (fetalbo vin e
Se ru m, F B S) (Gibc o, Gra nd Island, U S A)+ 1容量の 10培濃度
の W i11ia m sの E 培地(Flo w Labo ratories,Ir vin e, Sc otla nd)を
水冷下 で 混合 し , こ れ に 上 皮 成長困子(epiderm al gr o wth
factor, E G F) (Bio m edic al Te chn ologie s Inc. , Sto ughto n,
U S A)を 10ng/mlと な る ように 添加 して コ ラ ー ゲ ン 溶液を作製
した .
3 ･ コ ラ ー ゲ ン ゲ ル 内 へ の 阻喪粘膜上皮細胞の 包哩と初代培
養
上皮細胞を含む T E混合液を遠 心分離 (5分 臥 1,000rpm)
し, そ の 沈査 に コ ラ ー ゲ ン 溶液を 加え , ピ ベ ッ チ ン グ した軋
プ ラ ス チ ッ ク 培養皿 (コ ー ニ ン グ , 岩城ガ ラ ス , 東京) に分注し
た ･ こ れ を 培養皿 ご と37 ℃で約10分間静置 して コ ラ ー ゲ ン を重
合 , 圃化さ せ , コ ラ ー ゲ ン ゲル 内に 上 皮細胞 を包埋 した . 培養
液(1 5 % F B S と 10ng/ml の E G Fを含む W illiam sの E 培養
液)を コ ラ ー ゲ ン ゲ ル 上 に 重層 し て3 7℃ で 大気条件 を95% 空
気 5 % C O2 と した イ ン キ エ ペ ー タ (フ ァ ル マ , サ ン ヨ ー 上 乗
京) 内で 培養 した . なお , 培養開始時の コ ラ ー ゲ ン ゲ ル 内の 細
胞数は 1 ～ 3×1 05個/ml で, 培養液 に は ペ ニ シ リ ン G(1 0単
位/ml, 明治製菓 , 東京) と ス ト レ プ ト マ イ シ ン (1 0恥g/ml, 明
治製菓) を添加 した . 細胞 を位相差顕微鏡(オ リ ン パ ス , 東京)
で経時的 に 観察 し , さ らに 培養開始後 6 , 1 2, 24, 48, 96時間
の 培養細胞を以下の 実験 に 供 した .
4 . コ ラ ー ゲ ン ゲ ル 内培養粘膜上皮細胞の 形態学的検討
光顕的観察 : 各培養時期の 胆嚢粘膜上皮細胞が 埋 め 込まれ て
い る コ ラ ー ゲ ン ゲ ル ご と 2% グル タ ー ル ア ル デ ヒ ド(0.1 M カ コ
ジ ル 酸緩衝液 , pH 7.4) で60分間固定 し , パ ラ フ ィ ン 包埋切片と
し, H E染色 , さ らに 前 出の 4種類 の 粘液多糖類染色を行な っ
た .
透過電顕 に よ る観察 : 上記 の 増生 した 胆 嚢粘膜上皮 を コ ラ ー
ゲ ン ゲル ご と に 細切 し , 2% グル タ ー ル ア ル デ ヒ ド(0.1M カ コ
ジル 酸緩衝液 , pH 7･4) で室温30分間国定, 同緩衝液で洗浄後 ,
1 %オ ス ミ ウ ム 酸で60分間後固定 し, 常法 に よ り脱水 , エ ボ ン
包唾 し, 超薄切片を酢酸ウ ラ ン と ク エ ン 酸鉛で 二 重染色 し, 透
過電覇 で観察 した .
凍結切片の 作製: コ ラ ー ゲ ン ゲル を O C Tコ ン パ ウ ソ ド内に
包埋 し, 液体窒素 で 凍結後 , ク リ オ ス タ ッ ト で 5〟m の 凍結切
片 を作成 し , 室温で 風乾後 , - 80 ℃で保存 し, 適宜 , 以下の 組
織化学的 仁 酵素観織化学的検討 に 用い た .
Ⅲ ･ レク チ ン組織化学法 , お よび ル テ ニ ウ ム レ ッ ド染色
1 . レ ク チ ン 観織化学法
光顕的検討23): ホ ル マ リ ン 固定, パ ラ フ ィ ン 包壇 切片 と した
家兎胆嚢粘膜組織 , お よび 2% グ ル タ ー ル ア ル デ ヒ ド(0.1 M カ
コ ジル 酸緩衝液 , pH 7･4)で 固定後の 培養胆嚢粘膜上皮を含む コ
ラ ー ゲ ン ゲ ル の パ ラ フ ィ ン 包哩 切片 を用 い , 阻喪粘膜 上皮, お
よ び コ ラ ー ゲ ン ゲ ル 内培養 上皮 で の レ ク チ ソ 結合性を 検討 し
た ･ 今臥 表1 に 示 す12種の レ ク チ ン (い ずれ も ビオ チ ン 化 レ
ク チ ン)を 用 い た . 各 々 の レ ク チ ン とそ れ に 特異的に 反応する
糖鎖 , そ れ に 各 々 の 希釈濃度(P B Sで 希釈) を表 1に 示 す. な
お , 予備的検討 で , タ チ ナ ク マ メ レ ク チ ン (c o n c an avalin A,
Co nA), エ ン ド ウ マ メ レ ク チ ン (Pisu m sativ u m ag glutinin,
P S A). ソ ラ マ メ レ ク チ ン (Vicia faba ag glutinin, V F A), コ ム
ギ ハ イ ガ レ ク チ ン (whe atger m agglutinin, W G A), ドリ コ ス マ
メ レ ク チ ン (Dolicho sbiflo ru s ag glutinin, D B A), ダイ ズ レ ク チ
ン (s oybe a n ag glutinin, S B A)は 胆嚢粘膜上皮内腱縁 に 染ま り ,
後述の 極性消失期 に は陰性化 し , 庫性獲得期 と伴 に 細胞内小乗
胸の 内縁 が陽性 となり , 細 胞極性 の 表現型 に有用 で あ っ た の
で , 本研究 ほ , こ れ ら 6種 の レ ク チ ン 結合性 を 中JL涌こ検討 し
た t 脱 パ ラ フ ィ ン 切片を P B Sで 洗浄後, 0.3% 過酸化水素加 メ
タ ノ ー ル 内で 内因性の ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ を 失 宿 さ せ た . そ の
後, 適宜希釈 した ビオ チ ン 化 レ ク チ ン を 湿箱内で 4 ℃ で48時間
反応させ た , P B S で十分 に洗浄 した軋 Hs u ら24)の 方法 に従
い , ア ピ ジ ン ･ ベ オ テ ン ･ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 複 合体(a vidiロー
胆 嚢粘膜上皮の 極性発現 と異常 411
biotin-Per O Xida se c o mplex , ABC)キ ッ ト (VectorLabor atorie s･
Burlinga m e, U S A) で 反応 させ , 0･00 5% 過酸化水素加ジ ア ミ ノ
ベ ン チ ジ ン (3,3
'
-dia min obe n zidin e, D A B) (Sigm a C he mic al
C｡ mpa ny, St. Lo uis, U S A) の P B S溶液内 で 約 5分間発色 さ
せ , P B S で洗浄 した 軋 へ マ ト キ シ リ ン で 核染色を行い 光顕 で
観察 した .
陰性対照と して , 各 レ ク チ ソ 染色毎 に ビオ チ ソ 化 レ ク チ ソ の




: 胆嚢粘膜上皮と培養上皮包唾 コ ラ ー ゲ ン ゲ ル
の 凍結切片を用 い , ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 標識 レ ク チ ン (W G A,
D BA, S B A)(E-Y Labor ato rie s, Sa n Mate o, U S A)を レ ク チ ン
濃度と して 10〃g/血 とな る ように P B S で希釈 し, 4 ℃ で72時
間反応 させ た . こ の 3種の レ ク チ ソ は い ずれ も上 記 の 光顧的 レ
クテ ン 組織化学法 で極性検討 に 用 い た 6種 の 中 に 含 ま れて い
る . P B Sで 洗浄後 , 0.005% 過酸化水素加D A Bで 発色 させ ,
1%オ ス ミ ウ ム 酸(0.1 M カ コ ジ ル 酸緩衝液, pH7･4)で 1時間後
固定 し, エ タ ノ ー ル で 常法 に よ り脱水 し, ス ラ イ ド グラ ス に エ
ボ ン を 入れ た ゼ ラ チ ン カ プ セ ル を か ぶ せ , そ の まま 重合 させ た
後, ス ラ イ ドガ ラ ス よ り剥離 し , 超 薄切片 を作製 し , 無染色で
透過電顕 汁 錮0(日 立 製作所)で観察 した .
2 . ル テ ニ ウ ム レ ッ ド染色(電顕的検討)
ル テ ニ ウ ム レ ッ ド染色は細胞表面 に ある 酸性糖蛋白を検出す
る方法と して 知 られ て い る
28)
. まず , 生 体 の 阻 喪粘膜 と培養上
皮を包埋 した コ ラ ー ゲ ン ゲル の 凍結切片を0.05% ル テ ニ ウ ム
レ ッ ド(Sigm aC he mic al Co mpa ny) (0.1 M カ コ ジ ル 酸緩衝液,
pH7.4)で 4 ℃, 60分間反応させ , 1 %オ ス ミ ウ ム 酸(0･1 M カ コ
ジル 酸緩衝液 , pH 7.4)で 1時間後固定 し, エ タ ノ ー ル 系列 で 脱
れ ェ ボ ン に 包喫 した . 超薄切片を 3% 燐タ ン グ ス テ ン 酸水溶
疲(pH3.0) で30分染色 し電顕で 観察 した . な お , 陰性対照と し
て, ル テ ニ ウ ム レ ッ ドを 除い た反応液内で染色 を行な い , 反応
陽性物が観察 され な い ごと を確認 した .
Ⅳ . 酵素組織化学染色(電顕的検討)
培養開始後 6, 12, 24, 48時間後 に 2% グル タ ー ル ア ル デ ヒ
ド(0.1 M カ コ ジル 酸緩衝液 , pH 7.4) で30分間固定 し, O C Tコ
ン パ ウ ン ドで包哩 し, - 80 ℃ で急速 に 凍結 した 後 , ク リ オ ス
タ ッ ト で 5〃m に 薄切 し, 以下の 染色 を行 っ た . なお , 反応後の
試料ほ , い ずれ も1 %オ ス ミ ウ ム 酸 (0.1 M カ コ ジ ル 酸塩緩衝
液, PH7.4)で 1 時間後固定の 後 , 常法に よ り脱水 し , ス ライ ド
グ ラ ス に エ ボ ン を入 れ た ゼ ラ チ ン カ プ セ ル をか ぶ せ , そ の まま
重合 した 後, ス ラ イ ドガ ラ ス よ り剥離 し , 超薄切片を作成 し無
染色で 観察 した .
1 . ア デ ノ シ ン 三 リ ン 酸 フ ォ ス フ ァ ク タ ー ゼ (ade n o sin
tripho sphata s e, A T Pas e)
小川ら2T)の 方 法 に 従 っ た . 凍 結 切 片 を , 0.2 M Tris ･ H Cl
(pH 8.5)1.4ml, A T P 5mg, 蒸留水 2.Oml, 0.015 M硫酸 マ グネ シ
ウ ム 2.6ml, 0.5% ク エ ン 酸鉛(pH lO.0)4.Omlの 反応液で37 ℃で
60分間反応さ せ た .
2 . ア ル カ リ性 フ ォ ス フ ァ ク タ ー ゼ (alkalin ephosphata s e,
A L Pa s e)
小川 ら28)の 方法に 従 っ た . 凍結切片 を , 3% グリ セ ロ リ ン 酸
ナ トリ ウ ム 1.4ml, 1.5m M 硫酸 マ グ ネ シ ウ ム 2.6ml, 0.5%ク エ
シ酸鉛 4.Oml, 0.2 MTris ･H Cl(pH8.5)1.4ml, 薦糖 0.8g の 反応液
(pH9.0) 中に37 ℃30分間反応させ た .
3 . 酸性 フ ォ ス フ ァ ク タ ー ゼ (a cidpho sphata s e, A C Pas e)
Go m o ri抑 の 方法に 従 っ た . 凍結切片を 0.05 M酢酸塩緩衝液
(pH 5.0)50ml, 薦糖 4g, 硝酸鉛 50mB, 3 %β グ リセ ロ リ ン 酸ナ
ト リ ウ ム 5 血 の 反応液に 室温で30分間浸漬 した .
Ⅴ . Ct=ニT G Fβ1添加による堵毒上皮細胞 の極性変化 の観察
コ ラ ー ゲ ン ゲ ル 内培養 3 日目(多細胞性上皮性嚢胞廿朋)を形成
して い る こ と を確認) の 培養液中 に , C B(Sigm a C hemica･l
Co mpa ny) と T G Fβ1(フ ナ コ シ , 東京) を添加 し, 多細胞性褒
胞に み られ る形態変化 , 特に 培養上 皮細胞の 極性変化を中心 濫
観察 した . な お , 予備的に , 初代 コ ラ ー ゲ ン ゲ ル 内培養 1 ,
2 , 3日 目 に , そ れ ぞれ C B 25pg/ml を添加 し検討 を行な っ
た . そ の 結果 , 培養1 日目 と 2 日 目に C Bを 添加 し た 実験 で
は I C B添加後24時間目に培養上皮は バ ラバ ラ とな り, 壊死像
が強く詳細な観察が できな か っ た . しか し, 培養3 日後 で の 添
加 で は , 後述の 如く l 上皮細胞に種 々 の 細胞極性の 異常が み ら
れ ∴ 細胞内小空胞も観察され た . そ こ で , 本研究で は培養 3日
目 の コ ラ ー ゲ ン ゲ ル 内培養 に C Bお よび T G Fβ1 を添加 し検討
した . C B とT G Fβ1 の 重層培養液中の 濃度が , そ れ ぞれ最終的
に 25朋/ml と 1ng/血 に な る様 に培養液に 添加 し, 37 ℃ で48時
間 ま で 培養 し た . な お , C B の 濃 度 ほ Carruther sら
22)
,
T G Fβ1 は Ca s sini ら3
T】 が 各々 の 実験 に 用い た濃度 を参考 に し
た . 添加後24時間お よ び48時間後に阻喪上皮細胞 を含む コ ラ ー
ゲ ン ゲル を , 2% グル タ ー ル ア ル デ ヒ ド(0.1 Mカ コ ジル 酸緩衝
液, pH 7.4) で室温30分間固定 し, パ ラ フ ィ ン 切片と し, 脱 パ ラ
フ ィ ン 後 , H E染色 . P A S, A B(pH2.5), HID およ びム チ カ ル ミ
ン の 各種粘液多糖額染色を行い 光顕 で 観察 した . ま た , 添加後
24時間と48時間の 胆嚢上皮細胞を含 む コ ラ ー ゲ ン ゲル を 2% ダ
ル ク ー ル で固定 し, つ い で 1%オ ス ミ ウ ム 酸で 後固定の 後 , 常
法に よ り脱水 , エ ボ ン に 包唾 し∴超薄切片を作成 し , 酢酸 ウラ
ン と ク エ ン 酸鉛 で 二重染色の 後電顕下で観察 した .
成 績
Ⅰ . 家兎胆嚢粘膜上皮の形態像
家兎胆嚢の 粘膜上皮は 一 層 , 高円柱状で , 核ほ 基底側に 位置
し , 胞体は 淡明で あ っ た . 粘液多糖類染色で は ト 阻喪粘膜上皮
の 胞体 の 殆 どは 陰性 で あ っ たが , 内腔縁ほ ム チ カ ル ミ ン 染色,
A B(pH 2.5), P A S, HID染色が陽性であ っ た (図 1a).
電辟的に は , 円柱上 皮の 基底側に 楕円形の 核が あ り , 胞体内
に ほ 多くの ミ ト コ ン ドリ ア が認め られ , 核上 部胸体内に は ゴ ル
ジ装置 , 内腔側に は分泌顆粒が存在 し, 内腔縁に は密生する徴
絨毛が み られた (図2). 酵素拒織化学で は こ れ らの 内陸の 徴絨
毛 に ほ 膜状に A L Pase が陽性 で あっ た . また , 隣接す る細胞間
に は 内脛縁下 に 発達 し た 細胞接 着装置 【密着結 合 (tight
ju nctio n), 接 着 帯(z on ula adhere ns), 接 着 斑 (de sm osom e)]
が , ま た そ の 直 下 か ら 基底部 に か け て 発達 した 甜合 ひ だ
(interdigitatio n) が み ら れ , 同 部 お よ び 細 胞 基 底 部 に も
A L Pa seが陽性で あ っ た . A T Pas eは 内腔面の 徴絨毛で陽性 で
あ っ た が , 細 胞側面 お よ び 基底面は陰性 で あ っ た . な お ,
ACPa s eは ラ イ ソ ゾ ー ム に 限局 して 陽性であ っ た .
な お , レ ク チ ソ 染色 , ル テ ニ ウ ム レ ッ ド染色の 染色結果 ほ,
コ ラ ー ゲ ン ゲ ル 内培養粘膜上皮細胞の 成績と 一 緒に後 述す る .
Ⅰ . コ ラ ー ゲ ンゲル内で の培養胆嚢上皮細胞の形態像: 位相
差顕微鏡による観察
J 位相差原敬鏡で は , 培養直後で は殆 どの 細胞は単細胞性 でバ
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ラ バ ラ の 状態で 観察 され , 一 部の 上 皮細胸の み に 胸 体内小空胞
が観察 され た が , 培養 6 か ら1 2時間後 で は多く の 培 養細胞 の 胞
体内に 空胞が み られ た (図3a). さ らに 培養24時間後 で は培養上
皮細胞 の 数 の 増加が起 こ り , 多細胞性の 細胞塊と な っ た . 胞体
内の 望胞 は こ れ らの 多細胞性集塊で ほ , 細胞集塊中心部に 融合
した空胞(小森胞) と して 認め られ た . 以後 ! 漸次 , 細胞数が稽
加 し, これ と平 行 して 大型の 空胞(褒胸)が形成 され る像(多細
胞性褒胞の 成熟) が 観察 され た . しか し , 単細胞性か ら数細胞
性(空砲を有する) の ま ま の も の も散見 され た .
Ⅲ ･ コ ラ ー ゲ ンゲ ル 内培養胆嚢粘膜上 皮細胞 の形態像 : 光
顕 , 粘液多糖類染色お よび酵素組織イヒ学に よる観察(表2)
H E染色 , 粘液多糖頼染色を用 い た 予備的検討 で , コ ラ ー ゲ
Fig･1･ Nor m alr ab bitin viv o ga11blad der m u cos a c o mpris e s a single, high c olu m n ar epithelia1 1aye r. T he lumin al su rfac eis
POSitiv e王or a cidglyc oprotein(a)a nd D B A(b)･ L, 1u m e n ofthe gallbladder･ a ‥AIcian blu e(p= 2･5)staining, ×46 0. b:Le ctin













F ig･3･ Is olated r abbit gallbladde r epithelialc ells c ultur ed in the c o11age n gel m atrix for 6 hr(the pha s e of lo ss of c e11polarity).
A singly isolated c ella nd a fe w clu mped epithelial c ells(arr o w s) co ntain intr a c ellular v a c u ole s of v ariable size s. a: Phas e
C Ontr aSt microsc ope, ×400. b:Intr a c ellular v a c u ole s ar e n egativ efor P A Sstaining, ×460. c; Intr ac e11ular v a c u oles ar e
n egativ eforle ctin histo chemistry e mploylng the D B Are a ctio n, ×460.
胆嚢粘膜上皮 の 極性発現と異常
Fig.2･
~ultr astr uctur al featur esof in viv o n or m al rabbit
gallbladder epithelial c elIs･ Nu m er o us micr ovilliare s e e n
o n
the lu min al s urfa,C e, a ndju nctio n al c o mple x e s(arr o w s) a nd
inter c e11ularlateral digtatio n s ar e se e nin up per a nd middle to
low erlater al side s, re SPe Ctiv ely･ Note the w ellarra nged
c eIlular orga n ells : Golgi ap par atusin the s upr a-n u Clear ar ea
(*)a nd m a ny mito chondriain the s upr a-n u Clear cyroplas m･ L,
lu m e n ofthe ga11bladderN, n u Cle us, ×6,500･
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ソ ゲ ル 内の 胆 嚢上 皮細胞の 形態像ほ大きく 三 期 (極性消失期 ,
極性獲得期 , 極性成熟期) に 分け る こ と が 出来 た の で , 所 見 を
各期毎 に 述べ る . な お , こ の 間の 模式図を図4 に 示 す ･ 胆嚢粘
膜上皮と 三 期に 分けた コ ラ ー ゲ ン ゲ ル 内で の 上 皮細胞の レ ク チ
ン 結合性 を表 3に 示す .
1 . 極性消失期 (培養後 0 か ら12時間)
1) 形態学的検討
H E染色と粘液多糖類染色に よ る観察 : こ の 時期は 上 限褒 粘
膜 上皮細胞がも っ て い る本来の 細胞極性が消失 し,
一 過性 に 二
次性 ライ ソ ゾ ー ム 空胞が 出現する の が特徴である ･
培養 6時間 まで は , 粘膜上 皮細胞 の 多くは 単細胞性 で 円形な
い し楕円形 の 形態を 示 し, 細胞質内に P A S等の 粘液多糖類染
色陰性の 空砲が認め られ た(国3b). 小空胸 ほ癒合 して 大き な空
胞 を形成 し , 核や 細胞質は空胞 に よ っ て圧迫 され て い るもの も
み られ た . 2か ら数個の 上 皮細胞集塊を形成するもの で も, 同
様に 胸体内に 様々 の 大き さの 空砲 がみ られ た . しか し , こ れ ら
の 空胞 ほ次第に 減少 し , 培養24時間で は認め られ な く な っ た ･
電顕 的に は , 培養 6時間後で は , 単離 した 胆嚢粘膜 上皮細胞
の 表面の 一 部に お い て ∴絨毛様構造が み られ た . そ の 他の 細胞
表面で ほ , 種 々 の 長さ の 絨毛があ り, 甜合 ひ だ に 対応する側方
翻 入 (1ater al infoldings) に 相当する と考 え られ た (図 5a)･ 細胞
質内に 種 々 の 大き さの 空砲 , 少量 の 粘液顆粒 , 粗面小胞体や ミ
ト ､ コ ン ドリ ア が散在 して お り , ゴ ル ジ装置は核周 酎 こ 位置 して
認め られ た . ま た , 一一 部の 細胞で は ゴ ル ジ装置や ミ ト コ ン ドリ
ア 等の 細胞内小器官も こ の 教練毛部に 向か っ て 並 ん で い る様に
み え , 上皮細胞の 極性の 通残が 示 唆きれ た . 一 方 , 細胞質内に
ほ 膜で 囲まれ た 空胞が出現 し, 漸次増加 し増大 した ･ こ れ らの
空胞 ほ 後述 の 如く AC Pas eで 陽性 で あり , 自 己消化空胸と考 え
られ た . 小空胞 は癒合 して , 大きな 空胞を形成 し, 核や 細胞質
Table2. Mu c u shisto che mistry of rabbirin t}it}O ganblad de r epithe払1 c eus a ndth
ose c ultu red c o11age n gel m atrix
Re a ctivity at the tir n e(hr)afterthe sta rt cf in vilr o c ultu r e
Staining gal1bladde r c eus 6
～ 12～ 24～ 亜 ～ 粥
～
P A S A- C M(+)
Mu ci- A -C M(+)
C ar m ln e
HI D ん C M(+)
A B んC M(+)
pH 2.5
0- C M(- ) 0-C M(- )
Cyto(-) Cyto(
-)
I C C-M (+) IC C-M (+)
IC C- (+) I C C- (+)
0- C M(- )
Cyto(-)
I C C-M (+)
IC C- ( -)
0-C M(- )
Cyto (- )
I C C- M (+)
I C C-C(- )
0-C M(- )
Cyto(- )
















IC C- M (+)









IC C,intr acytopla smic cysts;IC C
- M,I C C- m e mbra n e;ICC- C, CO nte ntSin IC C; M u c･ m u C u Sgra n ule s; Cyto･ CytOplasrn;
A-CM , apic al c eu m e mbr a n e; 0
-C M, O uter C eu membr?n e; 十, pO $itiv e; - ･ n e$ativ eP S A･ periodate a cid Schiff;HID,
highiron diamin e; A B, dcia nblu e･
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は 空胸に よ っ て圧迫 され て い るもの もみ られ た( 図5b). 培養 6
か ら1 2時間目 で ほ A T Pas e活性は 細胞膜 に 僅か に 陽性で あり ,
胸体内の 空胞 に ほ染色され なか っ た . A L Pas e活性は 細胞膜周
囲の 細胞突起 の 一 部 に 僅か に 陽性と な っ たが , 空砲は 染色 され
な か っ た ･ A CPase 活性は 培養 6 から12時間目の 細胞 で は , 細
胞内空胞 の 内側 の 膜 お よ び空胸内物質, 細胞質内の ネ マ ト ラ イ
ソ ゾ ー ム 30)が 陽性 に な っ た . また , 一 部の 2次 ラ イ ソ ゾ ー ム が
細胞質内の 空胞 の 膜 と癒合 し ∴空胸内部と連続 して い る像が 認
め られ た (図 5c).
2 . 極性獲得期(培養後12 か ら24時間)
粘液多糖類染色陽性 の 小嚢胸が胸体内に 出現する の が 特徴 で
あ る .
























































Fig.4. Schem atic pr e se ntatio n of los s a nd r e-eStablishm e nt
Of c e11polarityin rabbit gallblad der epithelialc e11s c ultu red
in the c ollage n gel m atrix . Loss of cellpolarity (u ntil 1 2
hr): Polarity of c olu m n ar epithelial c e11s is lo st a nd
a utophagic v a c u ole s ap pea rtr a n sie ntly. Acquisition of ce11
pola rity (during 12- 48 hr): Intra cytopla s mic cysts with
micr ovillia re se e n a nd the v a c u olesdis ap pe a r. M atu ratio n
0王 c e11pola.rity (after 24 hr): M ultic ellular cyst早 de v elop.
Cellpolarity r es e mbling cuboidto c olu m n a.r epithelia is
r e- e Stablished.▼l-Ⅴ, V aC u Oles_C, CyStS.
も, 数個の 細胞集塊内 で も) に 粘液多糖類染色陽性の 点状ある
い は滴状の 陽性物が出現 した (図6a). 12時間後で は P A S染色
陰性の 空胞を同時に 認め る もの もあ っ た . こ れ らの 胞体内の 小
嚢胸は , 電顕的に 内腱面に 教練毛 を有す る小嚢胞で(図7a), 後
述 の 如く , 培養時間と伴 に 大きくなり培養4時 間後で は増殖の
結果 , 上 皮細胞塊の 内動 こ嚢胸を み る 多細胞性嚢胞 に 移行 し
た ･ 上 皮細胞 の 胞体内の み な らず数個 の 隣接する 上 皮細胞の 間
に 粘液多糖類陽性 の 小嚢胸も み られ た . 電霹的 に は , 小乗胞に
向い , 分泌顆粒 が出現 し, ま た , 核周 囲に 中心 俸や ゴ ル ジ装置
が出現 し , 極性 の 形成旗向が み られ た . 連続切片で 徽小義胸を
調 べ ると , 一 部 は そ の 行 き先 が同定出来ず細胞質内で消失 して
い た ･ 一 方 , 細胞接着装置で囲まれ た 細胞間隙に 開 口す る小嚢
胞もま れ に み られた .
酵素鼠織化学的に は A T Pa s eは 培養24時間 でほ , 細胞膜と細
胞内小褒胞 の 徽絨毛 , お よ び そ の 他 の 内腔 の 膜面 が染色 され
た ･ A L Pa seは 培養24時間で は細胞周囲の 細胞膜 , 細胞内小嚢
胞の 教練毛, お よ び 内腔 の 一 部 の 膜が 染色 され た . ネ マ ト ライ
ソ ゾ ー ム , 2次 ラ イ ソ ゾ ー ム に 陽性で あ っ た A C Pase 活性ほ培
養24時間目 の 細胞 の 細胞質内の 細胞内嚢胞は染色 され ず ト 細胞
内小義胞 の A C Pas e活性 ほ陰性であ っ た .
3 . 極性成熟期(24時間以降)
H E染色 で は 多細胞性の 嚢胸 の形成が特徴で あ っ た , しか し,
同時に単細胞性ある い ほ 2 から 3個よ りな る 上皮性細胞塊もみ
られ た . 粘液多糖類染色 では , 多細胞性嚢胞 に は粘液多糖類が
み られ , 特 に そ の 内腔縁 が顕著 で あ り(図6b), 単細胞性ある い
ほ 2個か ら 3個 よ りな る上 皮細胞塊内に も粘液多糖類 の 貯溜が
み られ た . 多細胞性褒胸 は 1層性か ら 2 , 3層性 で あり , 胞体
は や や好酸性 であり , 壁 内に 節状に 粘液多糖類陽性 の 小嚢胞が
しば しばみ られ た . しか し , 1層性に 粘液多糖類 が充満 した上
皮よ りな る多細胞性嚢胞もみ られ た .
竜顔的に は ! 培養48時間以後 で l 数個 か ら十数個 の 上 皮細胞
か らな る多細胞性嚢胸を形成 して い た (図 7b). 褒胞 内面 に は
種 々 の 密度 の 徴絨毛を有 し , 細胞間に は 接着装置 が認め られ ,
培養 時間 と と も に 発達 した . 内腔縁直下 に は 飲 み 込 み 空胞
(pin o cytic v esicle s) ある い は細胞陥入 (in v agin atio n) の 形成 が
あ り, 胸体 内に は ミ ト コ ン ド リ ア な どの 他の 細胞内小器官が増
加 し, 胆嚢粘膜上皮 に 類似 した , また , 核上 部 に ゴ ル ジ体が局
在 し, 分泌顆粒 の 嚢胞内 へ の 放出像等, 嚢胞内面 へ と向か う上
皮細胞 の 極性が よ り分化 し , 核 下 部で は 細胞内小器 官は少 な
か っ た . なお , 全観察を 通 じ て , 基 底膜 の 形成 ほ認 め られ な
か っ た .
酵素覿織化学的 に は , A T Pa_S eほ 培養 2 日目で 多細胞性褒胞
の 嚢胞内腱 の 徴絨毛 と細胞膜 , 細胞間隙 , お よび コ ラ ー ゲ ン ゲ
ル と接 した 細胞膜が陽性 とな っ た . A L Pase ほ培養 2 日目で は
多細胞性轟胞 の 嚢胸内腔 の 一 部の 徴絨毛 と褒胞内の 膜 の 一 部,
お よ び コ ラ ー ゲ ン ゲ ル と 接 し た 細胞膜 が陽性 と な っ た .
A C Pas eほ 培養 2 日目で ほ 細胞質内の 小脂肪滴 の 膜が 一 部陽性
と な っ た が , 嚢胞の 徴絨毛や重砲内面ほ染色 され なか っ た . 細
胞質内の ネ マ ト ラ イ ソ ゾ ー ム や 2次 ラ イ ソ ゾ ー ム 等 の 膜系が染
色され た .
Ⅳ . レクチ ン組織化学法 とル テ ニ ウム レ ッ ド染色 に よ る細胞
膜型糖蛋白お よび粘液多糖葉頁の変動
1 . レ ク チ ソ 分布の 光顕的検討
胆嚢粘膜上皮お よび コ ラ ー ゲ ン ゲ ル 内で の 上 皮細胞の レ ク チ
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ソ 結合性 を表 3 に 示 す ･ Co n A･ P S A, V F A･ W G A,
D B A,
sBA はい ずれ も胆嚢粘膜の 内腔縁に 結合性を 示 した (囲 1 b)･
コ ラ ー ゲ ン ゲル 内の 培養 上 皮 で の レ ク チ ン 染色 で は , 極 性を
失 っ た上 皮細胞で は 空胞 を含め Con A, P S A･ D B A, S B A(図
3c)は 殆 ど結合 しな か っ た ･ なお , 培養12時間後 に 形成 され た
細胞内小空胸で ほ 染色を試み た 6種の レ ク チ ン は結合を 示 さな
か っ た . 培養24時間目 で DB A, Co nA, V F A, W G Aで 細胞内の
嚢胸内腔に 沿 っ て
一 部で 膜状に 陽性 とな っ た ･ さ ら に , W G A
では細胞内嚢胸 の 内容物も染色され , 培養48時間後で は , こ れ
ら 6種 の レ ク チ ン は 嚢胸内腔縁 が染色 され (図 6c), さ ら に
PS A が細胞質 にび 慢性に 陽性 と な っ た ･
2 . レ ク チ ン 組織化学 : 電顕的検討(表4)
SB A染色で は 胆嚢粘膜上 皮で は 徴絨毛 と細胞膜 に 陽性 で
あ っ た . ゲ ル 内培養で は 6 から12時間後で は 陰性 で あ っ た が ∫
培養24時間後 に 小嚢胞内腔面の 教練 私 細胞間臥 ゴ ル ジ 装
置, 分泌腰粒 が陽性 とな っ た ･
W G A染色で は胆嚢粘膜 上皮内腔縁 は陽性 , ゲ ル 内培養 で
は, 培養 6時間後 に細胞膜が陽性 で細胞内腔は 陰性で あ っ た
が , 培養24時間後に細胞内小褒胞の 内腔 の 教絨毛が陽性と な っ
た .
D B A染色で は胆嚢粘膜上皮の 徴絨毛と細胞膜 が陽性 , ゲ ル
内培養で ほ培糞 6か ら12時間後で は 陰性 で あ っ た が , 培養24時
間後 に 小褒胸内陸面の 徽絨毛 , 細胞間障 , ゴ ル ジ装置 , 分泌顆
粒が陽性 とな っ た (囲8).
3 . ル テ ニ ウ ム レ ッ ド染色(表4)
胆嚢粘膜上皮 で は , 胆嚢内腔 の 故紙毛と粘液分泌顆粒が陽性
であ っ た ( 圃9a). 一 方 , ゲル 内培養上皮で ほ 培養 6時間 ま で
は , 細胞表面 に 残 っ て い る故紙毛 と細胞の 細入 (infoldings) 様
突起 の 一 部が 陽性 で あ っ た . しか し, 培養24時間後 で は , 上 皮
細胞 の 胞体内の 小義胞の 徴絨毛膜 と細胞質内の 嚢胞周 囲の 分泌
顆粒忙 陽性像が み られ ∴嚢胞に 開 口 して い る像も見 ら れ た (図
9b). 48時間後の 多細胞性嚢胸 で は 内陸面 が陽性であ っ た .
Ⅴ . C Bお よび T G Fβ1添加 によ る堵義胆嚢粘膜上皮細胞の極
性と形態像の変化
1 . C B添加に よ る影響
H E染色に よ る観察で , 多細胞性嚢胞を構成する上 皮細胞 の
相互 の 接着性が低下 し, 添加後48時間で は , 嚢胞を形成 して い
る細胞 がバ ラ バ ラ に な るも の も出現 した . また 】 こ の 変化 と同
Table3. Le ctin binding to rab bit in viv ogaublad der epitheh alc eus a ndthos e cultur ed in c ollage n gel m atrix
Re a ctivity at the tim e(hr)afte rthe start of in t}itro cultu re
けl ぴItノ0
Le ctin sga11bladder c ells 6
～ 12～ 24～ 48～ 96
～
Co nA A -C M(+)
P S A A- C M(+)
V F A Cyto (十)
A-C M(+)







I C C-C(- )
0- C M(- ) 0- C M(- )
Cyto(+) Cyto(≠)
Va c(- ) Va c(-)
0-C M(+) 0-C M(+)
Cyto (+) Cyto (+ ～ -)
Va c(- ) Vac(- )
D B A A- C M(+)
SB A A- C M(+)
0- C M(+)
Cyto(+)
IC C- M (+)
IC C- C(- )
0- C M(+)
Cyto(- )
I C C-M (- )
I C C-C(- )
0-C M(+)
Cァto(≠)
IC C- M (+う
IC C- ( - )
0-C M(+)
Cyto(廿)




IC C- M (+)
IC C- ( - )
0- C M(- )
Cyto (+)
I C C-M (+)
I C C-C(- )
0- C M(+) 0- C M(+)
Cyto(+) Cyto(+)
IC C-M (+) I C C-M (+)
IC C- (- ) I C C-C(-)
0-C M(+) 0-C M(+)
Cyto(+) Cyto(≠)
IC C- M (+) IC C-M (+)
IC C- ( - )
0- C M(+) 0-C M(+)
Cyto(+) Cyto (廿)
IC じM(+) I C C- M (+)
IC C- (- ) I C C- C(- )
0-C M(+) 0- C M(廿)
Cyto (+) Cyto(≠)
IC C- M (+) IC C- M (≠)
IC C- (+) IC C- (+)
0-C M(+) 0- C M(+)
Cyto (+) Cyto (+)
IC C-M (+) I C C-M (+)
IC C- (- ) I C C-C(- )
0-C M(+) 0-C M(+)
Cyto(+) Cyto(+)
IC C-M (+) ICC- M (+)
IC C- ( - ) IC C- C(- )
IC C,intr a cytopla smic cysts;IC C
- M, IC C- m e mbrahe;ICC- C, C O nte ntSin IC C; Mu c･ m u C u Sgra n ule s; Cyto･ CytOpla s m;
A-C M. apicalc eu m e mbr a n e; 0- C M, O uter Ceu membra n e; Co n A･ C O n C a n V alin A; P S A, Pisu m sativ u 仇 ag glutinin;
V F A, Vicia !aba agglutinin; W G A, Whe at ge r m a8 glutinin; D B A, Dolicho s biflo ru s ad utinin; S B A, S Oybe a n
ag glutinin .
Gr ading perfor m ed o nthefoⅡwing sc卑1e; 恥 如eps e; ♯･, m Oderate +. faint; - ,.n egativ e
･
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時 に , 上 皮細胞 の 胞休内に 様 々 な 大き さの 小空胞が出現 した . D B A, S B A, W G Aの 結合す る空胞と結合 しな い 空胞 が み られ
粘液多糖類染色で は こ れ らの 小空胸ほ内脛面 と 分 泌物 が P A S た . 一 方 , 多細胞性嚢胞の 内面は D B A, S B A, W G Aの い ず れ
や そ の 他の 粘液多糖類染色 で陽性であ っ た (図 10a). しか し , も結合性を 示 した .
少数で は あ るが陰性 の 空胞もみ られ た . レ ク チ ン 組織化学でも 電覇的観察で は l 培養上 皮細胞内に 出現 した 小褒胞に は大き
b c
Fig.5. Ultr a stru ctu ral fe atur e s of ga11bladde r epithelialc ells c ultu red in the c o11age n gel m atrix . T he c ells w er e c ultu r ed for6
hr (a) a nd 12 hr (b, C), (the pha s e of lo ss of c el polarity). a :Cellular o rga n elle s ar e r edu c ed in their n u mbe r. T he re are
S e V eral clu ste rs of se cr etory gla n ules(arr o w s), a nd mito cho ndria, a nd fociof lo nge r vi11io nthe c ellsu rfa c e. A fe w a utophagic
V a C u Oles (sta,rS) a re als o s e e ni its cytoplas m, N, nu Cle u s. ×6.000. b: Sev er al intr a- CytOPla smic v acuoles(Ⅴ) are see n, a nd
C O mpr e SS n u Cle u s(N). CeIlular orga n e11es ar egr eatly r edu c ed in their n u mbe r. T her eis a fo ciof micr ovi 11io nthe c ells urfa ce,
r eminis c e nt of､Iu min als u rfa c e(arr o w s), ×6,50O. c :Re a ctio n pr odu cts (a rro w s), indic ating the pre s se n c e of a cidpho sphata se
areide ntifiable o nthe w allof intr ac e11ular v ac u ole s a nd als oin their c o nte nts. M , mito cho ndria. U ltra str u ctu ral de m o n stratio n
Of a cidphosphata s eby Go m o ri
'














Fig. 6- Ag gr egated r abbit ga11bladder epithelial c eus c ultur ed in the c ollag
e n gel m atrix･ T he c ellw ere c uLt r ed for24 hr (a)
a nd 48 hr(b, C), C O ntain P A S-PO Sitiv eintr a cytopla smic mic ro cysts a nd also P A S
-n egativ e a utophagic v a c u oles(the pbas e of
a cquisitio n of c ellpolarity)･ a :M u c u sglyc oprotein is de m o n str able in intr acytoplas mic micr o cyst･ While ther e a reP A STnegativ e
a utophagic va c u ole s(a s m allarT O Whe ad) sim ulta n e o u sly in this c e11ag gr egate･ P A Sstaining▲ ×460･ b: Epithelial c eLl
ag gr egate s ar ein cr e a sed in their siz e, C O mpar ed to the pr evio u s o n e(a･ 24 hr)･ Mu cin o u s cyst(1arge arr o whe ads)bec a rn e
m ultic ellular a nd w er e s urr o u nded by m ulti-layer of c ells･ P A S
- PO Sitiv e m u c u sglyc oprotein is se e n o nthe lu min al bo rder a nd
als ｡in the lu m e n of the s e cysts (arow). So m e v ac u ole s ar eP A S- n egativ e･ P A Sstaining, ×460･ C :Re a ctio n pr odu cts by
D B A lectin histo che mistry ar e se e nin the lu m e n a nd als o o nthe lu min al bo rder of cysts(arr o w s), lo c atio n s c orr e spo nding to
P A S-pO Sitiv e m et rials(b)･ ×460･
a b
Fig,10. T he effe ct of cyto chalasin B a nd tr a nsforming gro wth facto rβl on the m orphologic al pola rity of gallblad der epithelial
c elIs c ｡It｡ , ed i｡ the c ｡11age n gel m atrix . a :Forty eight ho ur s after additio n of cyto chala sin B 2
5 pg/ml into the c ultur e
m ediu m. M ultic ellular cyst of ga11bladder epithelial c ells, Show s v a c u ole s(1arge arr o whe ads)in the cytopla s m a nd s o m e of
the se v a c u oles a repo sitiv eforP A S, While other s ar e n egativ e(a sm a11a rr ow he ad)･ Celトce11adhesio n s of the se m ultic e11ular
cysts ar elo o se n ed a nd dis ntegrated･ P A Sstaining, ×460･ b: Forty eightho ur s afte r addi
ton oftr an sforming gr o wth factorβ1
1 ng/ml into the cultur e m ediu m. Multic ellular cysts (arr o w s) 0壬 r abbit ga11bladder epithelial c e11s ar e of 噂h c olu m nar
epithelialc e11s sho wing n u cle ar str atific atio n･
/
r her ear e n o m u cin -pO Sitiv e micro cystsin the w allof the m ultic ellularcyst･ H E
Stain lng, ×460.
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Fig･ 7･ U ltr astr u ctur al fe a･tur e S Of rab bit gallblad der epithelial c ells c ultu r ed in the c o11age n gel m atrix . T he c ellw ere c ultur ed
for 24 hr (a), a nd 48 hr (b). a :Intr a cytoplasmic cyst.(C)is c o v er ed with micr o villia nd c o ntains a s m alla m o u nt ｡f
glyco c alyc e als ubstanc e･ Ceu orga n elle ste nd to be polariz ed ar o u ndthe cystic lu m en. × 6,500. b: M icr o cyst(C) c o mpo s ed of
S e V er alepithelial c ells, a nd c o v er ed with micro villi･ Ju n ctio n al c o mple x e s(arr o w s)and s e cr etory gr a n ules u nderthe micro villi
a工e S e e n. ×4,600.
Fig.8. Ultr a str u ctu ral de m o n str atio n of the r e a ctio n
pr odu cts by D B A le ctin histochemistryin rabbit gallblad d-
erepithelial c ells c ultur ed in c o11age ngel m atrix for 48 hr.
M e mbr ane of micr o villi, Golgiap par atu s(G) a nd s e cr etory
gr a n ule s(arr o w s) arelectin-POSitiv e. ×5,700.
く 2種類あ り, 密な教練毛を内腔に付す るもの と , 徴絨毛に 較
べ
, や や 密度が 低く , また 長い 絨毛が付着 して い るもの が 見ら
れ た (図1 la). 徴絨毛 の 密在す るも の で は粘液様 の 無構造の 物
質が空腹内腔に み られ , 内陛に 接す る細胞質に 無構造 な物質 の
層状 の 沈着が み られ た (因11b). 一 方, 長い 絨毛を 有するもの
で は 内腔に 粘液様 の 物質ほ なく , また , 無構造な物質 の 沈着も
み られな か っ た . ま た , 一 部 の 細 胞 で ほ 傲絨毛 が , 細胞 の 外
側 , つ ま り コ ラ ー ゲ ン ゲ ル と接 した面 に も出現 し, こ れ ら の 徴
絨毛の 中心 部 に ほ 微小管が認め られ た .
2 . T G Fβl 添加に よ る変化
H E染色 に よ る検討で ほ . T G Fβ1 添加群 で ほ 非添加群 に 較
べ
, 嚢胸 を構成す る壁が 肥 厚 し, 細 胞ほ 高円柱状 と な る傾向が
強く , 核 の 多層化や核濃染像や い び つ な 核 の 出現も み られ た
(図10b). 粘液多糖頬染色で は , い ずれ の 染色 で も多細胞性褒
胸 の 内腔面が種 々 の 程度染色 され , 一 部 で 染色性 の 低 下 もみ ら
れ ▲ 壁を 構成す る数層性の 上 皮細胞間に ある小嚢胞 で は 殆 ど消
失 した . レ ク チ ン 染色で は D B A, SB A, W G A がい ずれ も褒胞
の 内腱面に 陽性と な っ た .
電顕的観察 で は , 多細 胞性褒胞 の 構成細胞は円柱状と な り ,
細胞間隙に は よく 発達 した甜合ひ だ が認 め られ ( 図12a)】 核が
コ ラ ー ゲ ン ゲ ル 側に 偏在する様 に な り , 核上 部 に 発達 した粗面
小胸体と ミ ト コ ン ドリ ア が み られ , 核上 部 に は ゴ ル ジ装置が ,
また 多くの 分泌顆粒が細胞内腱面 に 位置 して い た (図 12b). ま
た ∴細胞間接着装置(密着結合, 接着帯 , 接着斑)ほ 発達 し, 飲
み込み 小胞 や細胞陥入 が 内腔面 の 細胞膜直下に 多数み られ , 関
口 分泌像も認め られ た .
考 察
我 々 の 以 前の 研究 で , 家兎胆 嚢 よ り単細胞化 した 粘膜上皮を
コ ラ ー ゲ ン ゲ ル 内で 三 次元 的 に 培養す ると , 2 日 か ら 3 日後に
立体的組織構造(多細胞性嚢胞)を形成す る こ と を 明 ら か に し
た ")15). 本法は 胆道系上皮細胞 の 極性 の 検討(特に , 極 性の 消失
と 逆転) に 有用 な方法 と考 え られ た の で , 今 臥 コ ラ ー ゲ ン ゲ
ル 内 培養 の 初期像を 中心 に 培養細胞の 形態変化 を極性 の 面か ら
検討 した . な お , 胆道系上 皮で の 極性の 維持や調節 , そ の 異常
胆嚢粘膜上皮の 極性発現と異常 419
a b
Fig.9･ Ultr astr u ctu ral distributin of r e actio n products by ruthe niu m r ed staining in th
e rabbit gallbladder epithelial c e11s･
Nor m al in viv o c ells(a), a nd c ultu red c ellsin the c o11age n gel m atrixfor24 hr (b)･ a ‥Re a ctio npr odu cts ar eide ntifiable on the
micr ovi11ia nd the s ecr etory gr a n uLes(arr o whe ads)･ L, lu m e n of the gallbladder･ ×6･500･ b‥ Re a ctio npr odu cts ar eide ntifiable
｡n the micr ovi11ia nd the s e cr etory gra n ule s(a.rro whe ads). C, CyStic c avity, ×6.500,
Table4. Ultr astru Ctural lo c atio n of m u c u s a nd lectin binding to rabbitin viv ogallblad der epithelial
c ells a nd tho s e c ultur e sin c ollage n gel m atriⅩ
Re activity at the tim e(hr)a.fterthe sta rt of in vitr o cultur e
171 〃l 〃0
Sfaining ga11bladde r c ells 6 ～ 12～ 24
～ 48～
D B A M V(+)
0-C M(+)
し C M(+)
S B A M V(+)
0-C M(+)
しC M(+)
W G A M V(+)
0- C M(+)
L-C M(+)
Rutheiu m O-C M(+)
【ed stain M V(+)
0-C Mく+) 0- C M(+)
Vac(- ) Va c(- )
0-C M(+) 0- C M(+)
Va c(-) Va c(-)
0-C M(+) 0-C M(+)
Ⅴ (十) Ⅴ (+)
Vac(-) Va c(- )
Ⅴ (十) Ⅴ (+)
Va cく- ) Va c(- )
0-C M(+) 0-C M(+)
しC M(十) し C M(+)
S G(+) S G(+)
Golgi(+) Golgi(+)
IC C-M V(+) I C C-M V(+)
0-C M(+) 0-C M(+)
L-C M(+) L- C M(+)
S G(+) SG(+)
Golgi(+) Golgi(+)
IC C-M V(+) I C C-M V(+)
0-C M(+) 0- C M(+)
Ⅴ (+) Ⅴ(十)
IC C- MV(+) IC C-M V(+)
0-C M(+) 0- C M(+)
Ⅴ (+) Ⅴ (+)
I C C-MV (+) I C C-M V(+)
SG (+) S G(+)
IC C, intra cytopla s mic cy$tS;I C C
- M V, IC C- micro villi; Cyto･ CytOpla srn; S G･ S e CretO ry gr a n ules;
Va c. v ac u oles; Golgi, Golgi ap par atu s; Ⅴ,long vm io nthe c ellsu rfa c e;0
-C M･ O ute r C ellm e mbra n e
しC M, late ral c ellm e mbra; D B A, DoEicho sbi!lo ru s ag glutinin; S B A, S Oybe a n ag glutinin; W G A,
whe at ger m ag glutinin; +, pO Sitiv e;
-
, n egativ e･
a b
Fig･11･ Ultr astr u ctur al fe atu re s of rab bit ga11bladder epithelial c ells sho w intr a cytopla s mic mic r ocysts in the m ultic eIlular cyst
W a11 48 hr afte r addito n of cyto chala sin B 25FLg/ml into c ultur e m ediu m. So m emicr o cyst(A) ar占 c o v er ed with micr o viIliand
C O ntain glyc oc alyc e al substa n ce, While the other s(B) ar elin ed by s e v e ral sle nder vi11i. T her e ar e athick z o n e of a m orpho us
Substa n ce aro u nd mic ro cysts(A)･ Interc ellularlater alspa c e ar e wide n ed(ar ro w s). L, 1u m e n of m ultice11ular cyst ;N, n u Cle us,
a :Lo w e r m agnific atio n. ×4,500. b: Higher m agnific atio n, ×8,500.
Fig･1 2･ Ultra str u ctu al featur es of c ultu red r abbit ga11bladder epithelial c e王Is r epre s e nt the fe atur es of the in viv o gallblad der
m u c o s a48 hr afteT ad dito n of tran sforming gr o wth fa ctorβ1 1ng/mlinto the cultu re m ediu m. T he n u cle u sis in the ar e a
facing the c olla nge ngel m atrix (a),ju nctio n alc o mple x e s, Golgiappar atu s(arr o w s)and r o ugh e ndoplas mic r etic ulu rn ar ein the
apic alcytoplas m(b)･ Luminals urfac eis c o v er ed with micr o vi11i･ L, CySticlu m e n; N, n u Clei･ a :Lo w er m agnification, ×4,500.
b: Highe r m agnific atio n, ×8.500.
胆嚢粘膜上皮の 極性発現 と異常
に関する詳細な検討は従来殆 どな され て い な い ･ こ れ らの 変化
は図4の 模式図 に 示 す様な大き く 三 つ の 時期 (極性消失期 , 極
性獲得期 , 極性成熟期)に 分け て 理 解す る こ と が可 能 で あ っ た
の で , こ れ らの 時期 を中心 に 考察す る .
極性消失期ほ 仁 培養開始か ら12時間 の 間 に み られ た ･ つ ま
り , 単細胞化 した胆嚢上皮細胞を コ ラ
ー ゲ ン ゲル 内で 培養す る
と , 胆嚢粘膜上皮の 極性 が完全 に 消失する ･ つ ま り ∴電顧的に
細胞接着装置ほ認め られ なくな り , 故紙毛 や こ れ に 向か う細胞
内小器官 の 配列が消失 し , 細胞 小器 官も著 し く 減少 した ･ ま
た , 粘液多糖類染色 で , 本来 , 胆 嚢粘膜内面に 検出され る 中性
や酸性 の 粘液多糖類 も消失 し , ま た , Co n A, S B A, D B A,
W GA な どの レ ク チ ン 結合性も殆 ど消失 し た . こ れ らの こ と
は, 少な くと も胆嚢粘膜上皮の 単細胞化 に 伴い , 胆嚢粘膜上皮
細胞が本来持 っ て い た細胞内合成蛋白質 に 対す る硫酸化や炭酸
付れ さ らに は 糖付加機構が消失 し, そ の 結果 , こ れ ら の 糖蛋
白質が粘膜上皮に 発現され なくな り , これ らの 細胞極性 に 関連
する小器官 の 発現や形成が み られ な く な っ た こ とを 意味する と
思わ れ が
1)
. ま た , そ の 基礎と な る蛋白質そ の もの の 合成 が 停
止 した の か も知れ な い . な お , コ ラ ー ゲ ン ゲル 内に 培養 され た
直後 に は , 単細胞化 した 粘膜上皮細胞 の
一 部に 徴絨毛や こ れ に
向か う細胞内小器官 がわ ずか に 認 め られ た が , こ れ は本来の 胆
嚢粘膜 の 構造が遺残 して い る状態と考え られ る .
こ の 極性消失と連動 して , 培養直後よ り ほ とん どの 上 皮細胞
内 (1個 1個バ ラ バ ラ に な っ た もの か ら, 3個か ら 4個 の 小褒
胞を形成す るもの まで) に 種 々 の 大き さの 空胞 が 一 過性かこ形成
され , 6時間で ピ ー ク と な り , 12時間前後で 消失 した . こ の 空
胸は ラ イ ソ ゾ ー ム の マ ー カ ー 酵素 で ある酸性フ ォ ス フ ァ タ
ー ゼ
が陽性で あ り, 大型 の 2次 ライ ソ ゾ ー ム (自己消化空胸)と考え
られ た . 胆 嚢粘膜 の 上 皮細胞を単細胞化 して コ ラ ー ゲ ン ゲ ル 内
で 培養 した 結果, 細胞 は小型球状細胞 に な るが , そ の 際 に 不 必
要な細胞内小器官や 障害 され た 細胞内成分を貪食 した結果出現
した 自己消化空胸と考え られ , 細胞 の 再 構築 (r e m odelling) に
関連 した 現象 と考え られ る . な お ▲ こ れ らの 極性の 消失と自 己
消化窒胞 の 出現は単細胞性 に バ ラ バ ラ と な っ た 細胞 に も , ま
た , 2個か ら数個 の 細胞塊を形成 した もの に もみ られ た の で ,
単細胞化そ の もの が こ れ らの 病変 の 発現に 必 須で は なく l 分離
さ れた 上 皮細胞が新 た な培地内に 包哩 され た 結果生 じたもの と
考え られ た . い ずれ に して も , 細胞 の 分離 , 単細胞化に 伴 う高
度の 細胞障害の た め 出現し , こ れ らの 空胞 を持 つ 上 皮細胞 の
一
部は 死滅 し てい く の か も知れ な い . Ga uta m ら
32)
も , 単離 した
直後の ラ ッ ト肝細胞 で ほ 一 過性に 自己 消化性 の 空胸が増加す る
が , 培養4時間 目 ま で に は ほ と ん どが 消失 した と述 べ て い る ･
こ の 空胸ほ肝細胞を分離する際 の 細胞 の 障害に よ り出現 した と
考えて お り , 細胞 の 障害部位が自己消化を受け た像 と考 えて い
る .
極性獲得期は培養後12 か ら24時間に み られ , コ ラ ー ゲ ン ゲ ル
内で 極性 を失 っ た 粘膜 上皮細胞が , 再び 生体 の 胆嚢粘膜 に 似た
紅織 へ と変換 , 分化を 開始す る時期で , 後述 の 極性成熟期 を特
徴付ける多細胞性褒胞形成 へ 至 る 中間的 な過程 と し て 出現す
る . すな わ ち , 培養12時間以降で , 1個か ら数個 の 細胞集塊 の
培養上皮細胞内の 胸体内 に 種 々 の 粘液多糖類染色【P A S, A B
(pH 2.5), HI D, ム チ カ ル ミ ン 染色】で種 々 の 程度に 染 ま る微小嚢
胞が形成 され る . 初期 に は , 上述 の 自己消化空胞と粘液顆粒が
同 じ細胞塊内に み られ た . 電顕的な 特徴 と して , そ の 内腔最は
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胆 嚢粘膜内腔縁に 類似 した教練毛 で 覆わ れ , 酵素組織化学的に
A L Pa seや A T Pas eが 陽性で あり 】 細胞表面の 糖衣を染色する
ル テ ニ ウム レ ッ ドも陽性で , Co nA, P S A, W G A, D B A, S B A
の レ ク チ ン 結合性を 示す . しか し, 胆 嚢粘膜上皮や後述の 多細
胞性褒胞の 内腔面で の 粘液多糖類や糖鎖の 発現 に 較べ る と , 分
布も染色強度も狭く弱い . こ の こ とは 1 こ れ らの 培養細胞 で の
蛋白質合成 . さ らに こ れ ら の 蛋白質に 対する糖付加や硫酸化 ,
シ ァ ル 酸化 が始ま り , 細胞内腔縁 へ と移動 し , 細胞内微小嚢胸
内に 放出さ れ る こ と を示 唆 して い る . 教練毛の 存在も こ の 内腔
に 物質を積極的に 分泌, あるい は 一 部は吸 収 して い る像か も知
れ な い . な お , こ の 時期か ら培養上皮細胞は増殖 し, 数個以上
の 細胞葉塊を形成 し, こ れ と相 ま っ て細胞内小襲胸 の 形成か ら
細胞内小嚢胞相互 の 融合 へ と進展 し , 2個か ら 3個の 細胞 より
な る細胞間小褒胞 とな る像が み られ る . そ して , こ れ ら の 小褒
胸 へ と 向か う細胞内小器官 の 配列も明瞭と な っ て くる . こ の 像
は , 肝細胞 の カ ッ プ レ ッ ト で形成され る毛細胆管 およ び そ の 周
囲の 形態32)と 類似 して い た .
これ らの 細胞内微小嚢胞あるい は 2個か ら 3個 の 細胞よ り な
る 小義胸は細胞増殖と平行 して次第に 大きく な っ たが , 単細胞
ある い は 2個か ら 3個の 上 皮境内に み られ るもの も あり , こ れ
らで も胞休内陸あるい は細胞間の 内腔に 粘液多糖顆が貯留 して
お り , 粘液分泌 能は細胞増殖と は別途に 進展 して い く こと が 示
俊 され た .
極性成熟期ほ培養開始後24時間以後に 出現 し, 多細胞性褒胞
が完成す る時期 で あり , そ の 形態像ほ次第に 生体 の 胆嚢粘膜上
皮に 近似ある い は類似 して く る . こ の 時期の 詳細 ほ既に , 河村
ら
14)15)よ っ て 述 べ られて い るの で簡単に 述べ る . 多細胞性裏腹
は十数個 の 細胞か ら形成 され , 1層か ら数層の 壁 を構成 し, 褒
胞内腔ほ粘液の 貯溜を伴い , 次第に 大きく な り , ま た細胞数の
増加に とも な っ て 細胞の 極性が さ ら に 明 瞭と な る . 接着装置が
隣接 した細胞膜の 管腔側に 認め られ た . さ らに , ミ ト コ ン ドリ
ア や 粗面小胞体等の 細胞内小器官も増加 し, 核上 部に 多くみ ら
れ た , また , 壁を 構成する細胞内に も小褒胞が形成 され る . そ
して , 多細胞性褒胞と小褒胸 の 管腔面は粘液多糖類染色が強陽
性と な り , 細胞 か ら管腔面に 粘液が産生され て い る こ と が判 っ
た . つ ま り , 胆嚢粘膜上皮の 内面を特徴付け る所見が , 新た に
形成さ れ た重砲内面 で完成 された こ と を 意味す る .
こ れ らの 嚢胞内面で レ ク チ ン 染色や ル テ ニ ウ ム レ ッ ド染色に
ょ り検出され る細胞膜型板蛋白質も∴阻喪粘膜上皮と 同 じで あ
り , 極性獲得期よ り極性成熟期で よ り強 く高度に 染色され た ･
ま た , ル テ ニ ウ ム レ ッ ド染色が 多細胞性褒胸の 細胞内の 粘液頬
粒に も陽性と な り , 培養胆嚢上 皮細胞が本来持 っ て い た極性を
獲得 した こ と を意味すると 考え られ た . これ らの 成績 は培養細
胞が粘液多糖頼の 産生と分泌能 を獲得 し, ゴ ル ソ装置で 蛋白質
へ の 糖鎖の 付加が行わ れ て い る こ と を意味 して お り , レ ク チ ン
組織化学染色で の 糖鎖構造 の 変化は , こ れ らの 形態変化を反映
して い ると思わ れ る .
な お , 本実験 で 酸性 フ ォ ス フ ァ タ ー ゼ 陽性 の 管状物 が胞体内
に み られ た . 最近 , こ の 様な構造物が ネ マ ト ラ イ ソ ゾ
ー ム と 呼
ばれ30) そ の 機能的意義が注目 され て い る . 本実験 で も A C Pas e
反応で出現 し, 細胞極性 に 深く関係 し てお り , そ の 意義を検討
す る必要がある .
さて , 組織や細胞の 増殖 , 成熟や極性発現は多田子の 影響 の
下 に 形成され る . これ らの 因子の 中で , 最近 , 細胞骨格と増殖
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因子 t それ に 細胞外基質が注 目 され て い る . 今回 , これ ら の 中
か ら , 細胞骨格 に 種 々 の 影響を与える C B と増殖因子の 1種 で
ある T G Fβ1 を培地内に 添加 し, コ ラ ー ゲ ン ゲ ル 内で の 培養胆
嚢上皮細胞 に 及ぼす影響を細胞極性の 観点 に 注目 し検討 した .
C B はマ イ ク ロ フ ィ ラ メ ソ トの 配列を 障害 し, 上 皮細胞 の 分
泌や細胞め運動な ど細胞膜 が関連する物質の 移送に 関連 した幾
序を障害す る . Car ruthers ら
22) は , 細 胞の 極性 ほ 細胞骨格 に
よ っ て 大きく規定 され て い る と述 べ て お り , マ イ ク ロ フ ィ ラ メ
ソ トの 重合阻害剤 で ある C B を添加する と , 培養小腸粘膜上皮
内に 刷子縁 を有す る異常な褒胞が形成 され る の で , 細胞骨格 が
刷子縁の 位置 の 決定に 重要 だ と して い る . 今 回の 我 々 の 実験 で
も , コ ラ ー ゲ ン ゲ ル 内で 上 皮細胞 と して の 極性が あ る程度完成
した 多細胞性森脇に C Bを 添加す る と , 嚢胸 を構成す る細胞 の
接合が ゆ る み , 48時間後に は構成上皮細胞 がバ ラ バ ラ に な る喪
胞も出現 した . もう 1 つ の 特徴的所見と して , 個 々 の 細胞 の 胞
体内に 故紙毛 を有す る 1個か ら2個の 細胞内褒胞が形成 され る
よ うに な っ た こ と が あげ られ る . こ れ らの 所見は細胞極性 の 乱
れ の 出現を 意味する . 今回 の 実験 は Carruther sら
22)の , 細胸 の
極性は マ イ ク ロ フ ィ ラ メ ソ トに よ っ て 調節 され て い る と の 考 え
を支持するもの で ある . ま た , C Bの 添加に よ り , 徽絨 毛の 密
在す る小森胸 の 直下 に 層状に 無構造物質が沈着 した が , こ れ は
C Bに よ り重合が阻害され た 未重合の ア ク チ ン フ ィ ラ メ ン ト の
集合 した 像と考 え られ る . こ の 像は 肝細胞 で の 毛細胆管周圃で
も出現する こ と が知 られ て い る
33)
. さて , 先天性 の 乳児難治性
下痢症と して先天性徴絨毛萎縮症が知 られ て い る34). 本症 で は
近位 の 小腸の 教絨毛 が低形成性 で ∴電顕 で は膀上 皮の 刷子縁 が
障害 され , 内腔 面が 平坦と な り , 胸体内に 巻き込む様に 多数 の
教絨毛を伴 っ た 小褒胞が形成され る こ と が P hillips ら
ヨ5) に よ り
報 告されて い る. こ の 像ほ今回 の 実験 で の C B処理 の 際に み ら
れ る変化に類似 して お り注 目 され る . Carr uthe rsら
22)の 述 べ て
い る如く , 本症 で も マ イ ク ロ フ ィ ラ メ ソ トを含め た 細胞骨格の
障害が こ の 徴絨毛封 入体(micTOvi 11u sin v olutio n) の 発生に 関係
して い る と推定 され る . 本実験 モ デル が 本疾患ある い は こ れと
類似す る胆道系疾患 の 病態 の 解明に応用できるか も知れ な い .
次に , TGFβ1 が胆爽粘膜上皮の 極性 に 及ぼす影響を検討 した .
T G Fβ1 は体内の 全 て の 組織に 存在 し, そ の 作用 は多様 で あり ,
細胞の ㈲ 軋 分化 , さ らに は細胞歯髄 の 調節に 関与 して い る .
T G Fβ1 は増殖周子 の 1 つ と して 分煩は され て い るが , 一 部 の
間菓系細胞を除く多く の 細胞に 対 して 強力な 増殖抑制因子 と し
て 作用 し∴組織の 形態の 成熟 と細胞外 マ トリ ッ ク ス の 合成 の 促
進に重要な役割をも っ て い る巾. 肝臓で は 様 々 な 非実質細胞 か
ら放出され , 細胞外基質 を産生 し抑 , ま た肝細胞に 対 して 強力
な増殖抑制作用を示す こ とが 知 られ て お り , 線維化や 肝硬変 へ
の 移行 に 関係す る と され て い る3T) . しか L, 非実質細胞 で ある
胆道系上皮に対す る具体的な作用に 関 して は 不 明な点 が多 い .
今回 の 実験で は , 1ng/mi の T G Fβ1 をコ ラ ー ゲ ン ゲ ル 培地 に
添加 し, コ ラ ー ゲ ン ゲ ル 内で E G F と F B Sの 併用下 で多細胞性
嚢胸 へ の 影響を そ の 形態像 の 変化を中心 に 調 べ た . なお , こ の
畳 の T G Fβ1 に よ り , E G Fや 肝 細胞増殖因子 (hepato cyte
gro wth fa ctor, H G F) に よ っ て促進 され る肝細胞 の D N A合成
が完全 に 抑制 され る こ と が知 られ て い る21). T G Fβ1 添加 の 結
果 , 褒胞を 構成す る扁平で 王層 の 上 皮細胞ほ , 細胞 の 丈 が の
び , ま た多層化の変化を示 し, ま た細胞相互 の 接着性(発達し
た 細胞接着装置を伴う) が増 した . そ して , 形腰学的 に は 上 皮
細胞 の 極性形成 と成熟が促進 され , 生体の 胆嚢粘膜 上皮 に 類似
した形態 , あ る い は よ り 長期間 コ ラ ー ゲ ン ゲ ル 内で 培養 した胆
嚢粘膜 に 類似 した . ま た , 粘液多糖煩染色でも襲胞内腔面が線
状に P A S で強陽性に な り, D B A等 の レ ク テ ン 結 合態度か らも
よ り生体の 胆嚢上皮細胞 の 表現型 に 頸似 し て い た . こ の こ と
は , T G Fβ1 が , 胆 嚢上 皮細胞に 作用 して形態形成 や極性形成
(成熟過程)を促進す る作用 を持 っ て い る こ と を 示酸す る .
T G Fβ1 が問質細胞 に 作用す るだ けで なく , 胆道系 上 皮細胞 の
分化を促進す る働きが明か と な っ た .
以上 ‥ 阻喪上 皮の コ ラ ー ゲ ン ゲ ル 内培養法ほ , 胆道系上 皮細
胞の 成熟 と細胞極性形成 を 三 次 元 的に検討 で き , さ らに 細胞極
性に 影響を及ぼす種 々 の 国子 の 作用 を解析す る に 際 し , 有用で
簡便な方法 である と考え られ た .
結 論
家兎胆嚢粘膜上皮細胞を分離, 単細胞化 し , コ ラ ー ゲ ン ゲ ル
内培養 し, そ の 初期を 細胞極性 の 面 か ら観察 し , また , 細胞極
性に変化を与 え る 2 , 3の 物質を添加 し, 細胞極性に 及 ぼす影
響を形態学的 に 観察 した .
1 . 培養直後か ら12時間で , 上皮細胞が持 っ て い る極性ほ消
失 した (極性消失期). こ の 時 , 一 過性 に酸性 フ ォ ス フ ァ タ 【 ゼ
陽性の 自己消化空胸が出現 し , 培養に 伴う細胞障害や細胞 の 再
構築に関連 して 出現 した 現象と考え られ た .
2 . 培養12 か ら24時間前後で , 教練毛 を有 し, 粘液多糖類陽
性の 小褒胸 が上 皮細胞の 胞体内に 出現 した (極性獲得期).
3 . 培養24 から48時間で , こ の 小義胸 は多細胞性垂胞に な っ
た (極性成熟期). 細胞 小器 官 は増加 し , 細胞間に は発達 した接
着装置が認 め られ , 核上 部で の ゴ ル ジ体 の 形成 , 分泌顆粒の 褒
胸内 へ の 放 出像等 がみ られ , 嚢胞内面 へ と 向か う細胞の 極性発
現が形成 され た .
4 . 細胞極性形成 に平行 して l 生体の 胆嚢粘膜上皮の 教練毛
や ゴ ル ジ体 に み られ る糖鎖(Co n A, D B A, S B A, W G Aな どの
レ ク チ ン に対す る結合性 とル テ ニ ウ ム レ ッ ド染色 で 陽性) や 膜
酵素(A T Pa s e, A L Pas e) の 発現が み られ た .
5 . マ イ ク ロ フ ィ ラ メ ン ト重合阻害剤 で ある C Bの 添加に よ
り , 多細胞性嚢胸 の 上 皮細胞の 接着性を低下 させ , さ らに , 上
皮細胞内に 微小喪胞 の 形成が促進 され た .
6 . 増殖 国子 の 1種 で ある T G Fβ1 の 添加に よ り, 培養細胞
で の 極性発現は大きく修飾 され , 多細胞性褒胸 の 接着性が克進
し, 細胞は 多層化 し∴褒胸 の 成熟を促進 した .
以上 , コ ラ ー ゲ ン ゲ ル 内培養法は ▲ 細胞極性 の 消失 と発現の
研究 , さ らに 極性 に 異常 を与え る種 々 の 物質 の 作用磯序の 研究
に 有用か つ 簡便 な 方法 と考 え られた .
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Loss a nd Re establishm e nt of CeII Polarity in Rab bitGallbladderEpithelial Cells Cultu red in CoIIage n Gel
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Key w o rds ga11blad der epithelial c ell･ Cultured in c ollage ngel m atrix , C e11polan ty, C arbohydrate residues, 1e c tin
histochemisuy
A bstr act
Cellpolarlty isin v olv ed in the vario usphysiologlC al fun ctio n s of biliary epithelial cells, S u Ch as secretion and
reabsorption･
r
rhedis order of theirc ellpolaritylSPrObably also relatedtothediseaseprocessin thebiliarytre e. To e x amine
thelossandre- eS tablishm ent ofcellpolarity and itsalter atio n, Singlyis olatedrabbitgal1blad der epi thelialcells were c ultured
in a c ollagengel matrixlfbr uptofour days･ M o rpho10gies andphenotypeS Of the cultured epitheli alce11s w ere seriauy
e 又 amined u nder alightand electro nmicrosc ope with an e mphasis on the c ellpolarity･ T he c ellpolarity w asfurther
e x amin ed by uslng m u Cin -S tainlng, 1ectin histo che mistry and e n zym ehistoche mistry･ T he te mporalstru Ctural and
phe n otypic changeS Ofepithelialcells cultured in the collagengelm a uix w ere abletobe classified inthreephases丘
･
O mthe
Standpoint ofthe c ellpolarity･ 坤 loss ofc ellpol 血ty(nrst 12 hr): T his phasew a s char aCteriz d by theloss of
m u c osalepitheli alce11polarity and als ob
●an Sient∝ C urrenC e Ofautophagic v acuoles. T he c ultur edc ells w ere sphericaland
a utophagic v acu oles,POSitivefor acidphospatase, W er efo und in their cytoplas m. T hese v acu oles w erethoughtto emergein
ass ∝iadonwithc ell injuries or to renecthere m odeling ofc olu m nar c e11s tQSphericalce11s aftertheisolation and c ulture.
Sc anty micr ovi11io nthe ce11s urfac e andredu ction ofcellorganelleswere als o c onsiderable ･ T hephase ofacquisido nofce山
地 (1 2-2 4hr): Mu cus-POSitiveintra cytoplas mic micro cystsde veloped in singly is olated c ells or s e v er alag gregated
epithelialce11s･ A m ajority ofthe m w ereintrac ellular microcysts withmicr ovi11i, and other cellular Organ elles te nded tobe
arra nged ar Ound these micro cysts･ In tracytoplasmic micr ocysts show ed similarphe n oty pIC ChangeS aS Se en in the
m ultic e11ular cysts(Seebelo w)･ 坤 (after2 4 hr): A long wi th the epithelial cell
PrOlifbration, the micr ∝yStSgradual1y enlarged and tr an Sfbrm edto m uldc ellular CyStS. Golgiapparatusin the supra-n u Clear
ar ea, S e Cr et Ory g anulesin the apicalreglOnwithreleaseinto the cysticl un e n, and w ell-de velopedjun Ctionalc o mplexe s
betw ee nthe adjacent cellsbec am e m Ore Clearly re c ognlzable･ Morphologic al m a tu ration ofcellpolarity was a c c o mpanied
by theincre as ed xpression ofaden osine uiphosphatase, al kaline phosphatase achvlty, e XpreSSio n ofc arbohydrate residues
Sho wn bylectin bind ing(ConA, PSA, V FA, W GA, D B A, and SBA) and secretory activity ofthe m uc us, allofwhich ar e
See nin in vivo gallbladder epithelial ce11s. T he effects o n cel polarity ofcytochalasin B(CB), Whichis kn o w n to
depolymerize actin 丘1 am entS, a nd 廿an Sfbrming grow th factorβ1(TGF β1), Which is kn ow n t oregulatethe prolifbration
anddi 蝕re ntiatio n ofepithelialcells, W er eals o e xamin ed, u Sing m ulticelular CyStS Cultt汀ed in the collagengel m a血 for3
days. Fo呵 -eightho urs after the additio n of CB in the culttu e m ediun , the c elトc elladheren cedim inished andthefo rmatio n
Of intr acytoplas mic micro cysts dev elopedin the m ultic ellular cysts. Interestingly, the ultr astru Ctural features ofthese
micr ∝yStS reSe mbled those of the c ellsin congemital microvi1lous atr ophy affec血 g 血eintestine･ Thetre atm entwi thT G F
β1 accel rated c ell-C e11adheren ce anddifbrentiation ofce11polarity of m ulticellular CyStS Cultured in the c ollage ngel
m a血 x, apPrO aChingto the ap pear an Ce Of thein vivo gal bladder m uc osa. In c o n clusion, this three-dim e nsio nalc ulture
m odelofthegal1bladder epithelialcelsin the collagengelm a由 xis thougthtobe a simple andus efu1 in vitro m odelto study
Ofc elIpolaritydi 触rentiation andthe efftctofso m efactors affecting celpolari ty･
